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Abstrakt

Pfitomnost  organickych slou¢enin ze skupiny farmaceutickych substanci
v povrchovych vodach je v poslednich letech povazovana za pseudo-perzistentni
kontaminaci s moZinymi negativnimi biologickymi u¢inky. Jednou z metod omezeni
vstupu téchto latek do ekosystému je pouziti biotechnologickych metod k doc¢istovani

vytoki z Cistiren odpadnich vod.

V modelovych in vitro experimentech byla sledovana fytoextrakce naproxenu a
diklofenaku rostlinami kukufice, slunec¢nice a fepky v podminkach monokomponentniho a
multikomponentniho znecisténi. V ptipadé jednotlivych substanci byla nalezena
fytoextrakéni schopnost. Narozdil od kukufice, slunecnice rozliSuje testované substance
v zavislosti na pouzitém kultivaru (80% a 34% extrahovaného naproxenu a diklofenaku po
24 hodinach), v ptipadé fepky nejsou rozdily tak vyznamné (50% naproxenu, 33% pro
diklofenak). Obecné je naproxen extrahovan z media snadnéji, piitomnost diklofenaku

snizuje zachyt naproxenu u vSech testovanych kultivari.
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Abstract

The presence of organic compounds from commonly used pharmaceuticals in surface
waters is considered to be pseudo-persistent contamination with possible negative
biological effects. One of the methods for limited entering of these compounds into
ecosystem 1is using biotechnological processes for secondary treatment of sewage

treatment plants effluent.

Phytoextraction of naproxene and diclofenac was observed in plants like sunflower,
maize and rape using in vitro experiments under different conditions — monocomponent
and dicomponent artificial pollution. In the experiments with individual substances the
ability of phytoextraction was found in all cases. Contrary to results with maize, sunflower
has different phytoextraction ability for naproxene and diclofenac (80 % vs. 34 % of
extracted naproxene and diclofenac after 24 hours of experiment) and amounts of
extracted material are dependent on used cultivar. In case of rape the difference between
both tested substances is not so big (5 % of naproxene vs. 33 % of diclofenac). Generally
naproxene is phytoextracted more easily from the medium, whereas the presence of

diclofenac decreased uptake of naproxene in all tested cultivars.
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1.UVvOD

S rostoucim rozvojem komfortu lidské populace se zvétSuje 1 kontaminace zivotniho
prostfedi. Vlivem tzv. antropogenni kontaminace Zivotniho prostfedi se rok od roku
zvétSuje seznam ohrozenych druhli rostlin i zvifat, dochazi k nevratnym zménam
jednotlivych ekosystému, celkovy vycet negativnich vlivi ¢lovéka na jeho okoli by byl
velmi rozséhly. O vliv ¢lovéka na prirodu se zacali 1idé starat relativné neddvno a pod
nazvem antropogenni kontaminant rozumime predevSim perzistentni organické polutanty
(mezi néz patii napt. DDT a n¢které organické pesticidy, PCB = polychlorované bifenyly,
PAH = polyaromatické uhlovodiky), polybromované retardatory hoteni, detergenty,
potravinatska aditiva, anorganické chemikalie obsahujici t¢zké kovy, aditiva do polymert,
produkty osobni péce (mydla, opalovaci krémy, kosmetické ptipravky, sprchové gely,
ptipravky na péci o vlasy, parfémy apod.), dezinfekéni ptipravky, prostiedky na prani a
v neposledni fadé 1é¢iva.

Skupina latek s redlnou ¢i potencialni moznosti ovlivnéni zivotniho prostredi, které se
v poslednich letech vénuje zvySena pozornost, se nazyva PPCPs (Pharmaceuticals and
Personal Care Products) a zahrnuje veterinarni i humanni 1é¢iva od primarnich sloucenin
az po metabolity a slozky produktli osobni péce.

Rizikovost dlouhodobého ptisobeni téchto latek spociva v jejich prokdzané C¢i
potencialni schopnosti zasahovat do syst¢ému hormonalni regulace Zivocichti. Takovéto
latky jsou oznafovany jako EDCs (Endocrine Disrupting Chemicals = latky ovliviujici

endokrinni systém)'.

Na zakladé uvedenych skutecnosti se globalné¢ vyviji snahy o nalezeni zplsobu
odstranéni rizikovych latek. Jako nejidealnéjsi se jevi jejich odstranéni v Cistirnach
odpadnich vod (COV), kde je zna¢na &ast odpadnich vod ¢isténa. Vzhledem k nevhodné
konstrukci COV k odstratiovani 1é¢iv se musi piistoupit k alternativnim fe$enim jakym je
napiiklad kofenova &istirna odpadnich vod (KCOV) fungujici na principu rhizofiltrace.
Tato metoda se jevi jako ekonomicky nejvyhodnéjsi pfi eliminaci nizkych koncentraci

zneisténi 16¢ivy ve velkych objemech vody”.



2.CIL PRACE

V ramci studia pouziti biotechnologickych metod k doc¢istovani odpadnich vod bylo
zjisténo, ze v realném piipadé multikomponentniho znecisténi dochdzi k vzajemnému
ovlivnéni mnozstvi zachycovanych substanci. Princip zachytu organickych latek
kofenovym systémem rostlin neni pfili§ zndmy, a proto je vhodné studovat vzajemné
interakce substanci pfi fytoextrakci jako zdroje dat pro pozdéjsi vyhodnoceni moznych
mechanismi. Aby projekt mél i1 piipadny prakticky dopad byly pro studium zvoleny latky
z oblasti 1&Civ.

Vzhledem k velké spotfebé 1€kl proti bolesti nevazanych na lékaisky ptedpis, je prace
zamétfena na studium nesteroidnich antirevmatik (NSAIDs z anglického Non-Steroidal
Anti-Inflammatory Drugs) a to konkrétn¢ na vliv diklofenaku (Diclofenac AL tbl.,
Voltaren Rapid tbl. apod.) na fytoextrakci naproxenu (Emoxen gel, Nalgesin S tbl. apod.).

Reseni projektu obsahuje:

1. Ptipravu sterilnich rostlin kukufice, fepky a sluneénice in vitro.

2. Kultivace v mediu obohaceném o naproxen, diklofenak ¢i jejich smés.
3. Odbér vzorkli ve 24 hod. intervalech za sterilnich podminek.
4

. Porovnani fytoextrakéni schopnosti zkoumanych rostlinnych druhd.

Tab.1. — Spotieba naproxenu a diklofenaku v roce 2010

Pocet expedovanych baleni  Pfiblizna hodnota
[ks] expedované substance
[ke]
Naproxen 456540 2300
Diklofenak 3286509 8200




3.TEORETICKY UVOD

3.1. Farmaka v prirodé

3.1.1.Zpuasob kontaminace zivotniho prostredi

Primarnim zdrojem odpadnich 1é€iv ¢i jejich metabolitd jsou sami jejich uzivatelé at’ jiz
jde o veterinarni preparaty ¢i huménni 1éCiva ( zapadni Montana 2007: acetaminophen,
kodein, carbamazepin, nikotin, kofein, erythromycin, warfarin a dalsi byly detekovany v
odpadnich vodach®). Aktivni latky &i jejich metabolity jsou po uziti 1éku vyludovany
(stolice, moc€) a s pomoci odpadnich vod jsou dale distribuovany az k ¢istirndm odpadnich
vod, které nejsou schopny rezidua zcela zachytit a tak mohou ndsledné pies ficni
biocen6zu plisobit i v povrchovych vodach a neni vyloucena kontaminace podzemnich
vod. S veterinarnimi preparaty je to obdobné, velmi jednoduse mohou kontaminovat ptidu
(vykaly, mociivka) a podzemni vody. V piipadé velkych srazek se d4 uvazovat vyplaveni

téchto rezidui z plidy a mize dojit ke kontaminaci povrchovych vod.

Dal$im nebezpe¢im mize byt pouzivani Cistirenskych kald jakozto druhotnych hnojiv
na zemédélskych plochéch, vtomto pfipadé mohou kontaminanty proniknout az do
potravnich fetézci.

Na opacné strané této problematiky stoji fakt neekologického zachazeni s proSlymi ¢i
nespotiebovanymi 1é¢ivy at uz se jedna o jejich splachovani do kanalizaci nebo
vyhazovani na skladku, kde je vysoké riziko prisaki do podzemnich vod.

Nelze opomenout moznosti kontaminace pifimo farmaceutickym primyslem, ovSem
oproti kontaminaci pfimym uzivanim IéCiv je toto riziko takika zanedbatelné.

Od kontaminace podzemnich vod jiZ neni tak daleko ke kontaminaci vody vodovodni.

V Ceské Republice jiz probéhly a dile probihaji studie vyskytu 1é¢iv v odpadnich
a povrchovych vodach a studie vody pitné jakozto odpovéd’ na $ifici se medialni zpravy.*
V posledni uvefejnéné zpravé Statniho zdravotnického tstavu (SZU) o stavu pitné vody

za rok 2009 v CR neni o 1é¢ivech zadna zminka.’



Na =zaklad¢ c¢lanku o vytipovanych Iécivych latkach pro testovani pitné vody
pfipravovany v rozmezi let 2009-2011 patfi naproxen i diklofenak dle SZU mezi pétici

podezielych latek® viz. Tab. 2.

Tab. 2. — Latky navrzené pro testovani v pitné vodé dle SZU

Latka Lékova skupina

Karbamazepin Antiepileptikum

Naproxen Protizanétlivé a antirevmatické ptipravky
Ibuprofen Protizanétlivé a antirevmatické ptipravky
Diklofenak Protizanétlivé a antirevmatické pfipravky
Ethinylestradiol Steroidni kontraceptivum

3.1.2. Rozdéleni farmak ve vodé

3.1.2.1. Detekce farmak v pitné vodé

Se zvySujici se nutnosti opétovného vyuziti odpadnich vod jako vod uzitkovych a
doplnujicich vod pitnych se zvysuje riziko priniku nezddoucich latek do vodnich zdroju.
Nasledné¢ hrozi kontaminace podzemnich vod, které slouzi jako zdroj vodovodni vody.
Soucasné technologie v Gpravnach vod vSak nejsou schopny odstranit nizké koncentrace
organického znecisténi. Kontaminace nékterymi farmaky je casto studovana pravé ve
vodovodni vod¢ a ptitomnost téchto latek byla prokazana v fadé studii.v riznych ¢astech

svéta.
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Tab. 3. — Studie kontaminace vodovodnich vod farmaky

Xenobiotikum

[koncentrace a metoda stanoveni]

Lokalita detekce

Diklofenak

[<0,25 ng/l®, 20-60 ng/l’, SPE-GC-MS’,
SPE-LC-MS/MS"]

Naproxen

[<0,5 ng/l*, <26 ng/l’, SPE-HPLC’,LC®-
MS/MS]

Klofibrova kyselina

[<10-20 ng/l’, 270 ng/1'°, SPE-GC-MS]
Karbamazepin

[6,8 ng/1®, 258 ng/I"’, SPE-LC-MS/MS]
17B-estradiol

[<0,5 ng/l, SPE-LC-MS/MS]

Brazilie’, USA®

USA?, Slovinsko’

Brazilie’, Némeckolo, Itélielo,
Kanada'®, USA'

USA™,  Némecko'’, Italie',
Kanadalo,

USAS®

UK'?

UKIO

3.1.2.2. Detekce farmak v povrchové vodé"!

Vlivem kolobéhu vody mezi domacnostmi a ¢istirnami odpadnich vod, kde nejsou

farmaka kvalitné¢ zachytavédna, se samoziejm¢é mohou dostat az do vodstva povrchového,

kde mohou pusobit na faunu i fléru a ovliviiovat lokdlni ekosystémy. Mnoho studii se

zabyva stanovenim miry kontaminace povrchového vodstva.
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Tab. 4. — Studie kontaminace povrchovych vod farmaky

Xenobiotikum Lokalita detekce

[koncentrace a metoda stanoveni]

Diklofenak Brazilie’, Svédsko'”
[10-120 ng/1'2, 20-60 ng/l’, SPE-GC-MS]
Ibuprofen Svédsko'?, USA", Némecko'

[10-220 ng/1'%, 8,7-32 ng/1", 3110 ng/!1",
SPE-GC'*'"/LC"-MS]

Naproxen Brazilie’, Svédsko'?
[90-250 ng/1'%, 10-50 ng/l’, SPE-GC-MS]
Paracetamol Srbsko'®, UK'®

[78-610 ng/°, <50 ng!l'®, SPE-
LC"*/HPLC'"*-MS/MS]

Klofibrova kyselina Brazilie’, Severni mote'’
[<10-30 ng/l’, ND-18,6 ng/l'’, SPE-GC-

MS]

Linkomycin USA®, Ttalie'

[60 ng/l®, 3,13-248,90 ng/!'®, SPE-
LC*/HPLC'"®-MS]

ND= nebylo detekovano

3.1.2.3. Detekce farmak v podzemnich vodach?'%?°

Dosud bylo provedeno jen velmi malo studii zabyvajicich se podzemnimi vodami a
jejich kontaminaci 1é¢ivy. Ve vétSiné piipadii pochazeji nalezené latky z blizkych skladek
¢ COV a nenapovidaji ndam nic o globalnim stavu véci. Pomémé nizké zneéisténi
podzemnich vod souvisi nejspise s jejich dobrou izolaci od povrchovych vod. Piesto vSak
dle n¢kolika studii byl detekovéan diklofenak a kyselina klofibrova i v podzemnich vodach,
které nemély opodstatnéni v blizké skladce, COV ani farmaceutickém zafizeni, aviak

¢lanky neuvertejituji hodnotu detekovaného mnozstvi.
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3.2.Moznosti odstranéni kontaminace?'

Jednou z moznosti jak odstranit polutanty z Zivotniho prostfedi je vyuZiti tzv. pfirozené
atenuace ( = pfirozené snizovani kontaminace). Jako pfirozené snizovéani kontaminace je
povazovan sled dé&ju ptirozenych pro Zzivotni prostiedi, které probihaji i bez zasahu
Clovéka a snizuji toxicitu, koncentraci kontaminantu, objem kontaminantu ¢i jeho
mobilitu.

Fytoremediace je definovana jako vyuziti zelenych rostlin a snimi asociovanych
mikroorganismil, puadnich doplikdi a agronomickych technik pro odstranéni nebo
transformaci kontaminantl zivotniho prostiedi. Uplatiiuji se Ctyfi rizné procesy jako
extrakce kontaminanta z pidy a vody (specielné t€zké kovy a radionuklidy), degradace a
volatilizace organickych sloucenin (i anorganické jako napt. Hg, As, Se) a stimulace
mikrobidlniho metabolismu v rhizosféfe. Fytoremediacni techniky se déli dle typu

kontaminantu a jeho zpracovani rostlinami.

3.2.1. Fytoextrakce

Fytoextrakce je zaloZena na osazeni kontaminované plochy rychlerostoucimi rostlinami
schopnymi kontaminanty akumulovat. Po akumulaci jsou rostliny sklizeny a zpracovany
(tepeln€, mikrobialn€ nebo chemicky). Metoda se uziva hlavné pro odstranéni toxickych
kovi. Jsou zndmé rostliny, které¢ jsou schopny akumulovat kovy do vysokych koncentraci
(o jeden az dva tady vyssi nez ostatni rostliny) bez vlivu na rostlinny rist a vyvoj.

Takovymto rostlindm se fika hyperakumulatory.

3.2.2.Fytodegradace

Fytodegradace je zachyceni organickych latek, jejich pfeména a odbourdvani uvnitf
rostliny. Pfeménény kontaminant je v rostlin€ uskladnén nebo uvolnén do prostiedi, mize
dojit i ke kompletni transformaci na oxid uhli¢ity a vodu. Podminkou je zajistit, aby
nedochézelo k pfeméné na toxictéjsi metabolit nez samotny polutant. Z toho vyplyva, ze

metoda je zéavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech polutantti a jejich rozpustnosti
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v rostlin€. Vyuziva se k odstranéni pfedevsim PAH, PCB, vybusnin, detergentli, ropnych

latek, organofosfatovych pesticidd apod.

3.2.3.Fytostabilizace

Fytostabilizace se vyuziva ke stabilizaci kontaminovanych mist, kde v disledku
pfitomnosti toxickych kontaminantii neni dostateCny pokryv vegetaci ¢i neni mozné
znovuosazeni béznou vegetaci z divodl vysoké kontaminace polutanty. Muze tak
dochazet k erozi nebo vyplavovani kontaminantti a tim k rozsifovani kontaminace, ¢emuz
zabranuje kofenovy systém diky adsorpci, absorpci, kompletaci a precipitaci
kontaminantu. Jde o snahu zamezit dalSimu S$ifeni kontaminace. Rostliny vhodné pro
fytostabilizaci jsou odolné vici vysokym koncentracim toxickych latek. Zavisi na
chemickych, fyzikalnich a biologickych vlastnostech pidy. Dale se pii fytostabilizaci
uplatiiuje vliv produkce huminovych latek, které maji schopnost vazat kontaminanty

v pudé.

3.2.4.Rhizodegradace

Rhizodegradace je pomoci kofenli stimulovand mikrobidlni degradace organickych
sloucenin. Je zalozena na zaklad¢ zvySeni mnozstvi ptidnich bakterii diky kofentim rostlin
uvoliujicim do pudy organické slouceniny jako cukry a alkoholy, jez funguji jako potrava
pro bakterie. S dostatkem zivin pocet mikroorganismii vzristd a stimuluje se jejich
aktivita, coz vede k odbourdvani okolnich polutantii. Jako ptiklad lze uvést jablon

uvolnujici flavonoidy, které stimuluji degradaci PCB.

3.2.5.Rhizofiltrace
Rhizofiltrace se aplikuje na odstranéni kontaminanti z povrchovych, splaskovych ¢i
podzemnich vod. Dochazi k precipitaci ¢i absorpci na kofenovém systému rostlin. Pouziva

se pfedevsim k odstranéni kovl a radionuklidi. U této metody jsou cilovou ¢asti rostliny
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kotfeny. Metoda se ukazala jako cenové vyhodné pro dekontaminaci velkych objema vod
s nizkymi koncentracemi polutanti a napf. v Cernobylu je uspé$né pouzivana pro

odstranéni isotopti Cs a Sr z povrchovych vod.

3.2.6.Fytoakumulace

Fytoakumulace je zaloZena na absorpci polutantu kofeny s néaslednou akumulaci
v nadzemnich ¢éastech rostliny. Nutnd je hyperakumulacni schopnost vybranych rostlin.
Tato metoda je pouzivana pro dekontaminaci od tézkych kovil, polokovi, radionuklidi a
nekovll. Neni piili§ vhodnd pro organické latky, jelikoz mohou byt rostlinou
metabolizovany na daleko toxic¢téj$i slouceniny, pifipadné mohou byt rostlinou tzv.
vydychany do ovzdus$i. Po akumulaci latek rostlinami je tfeba rostliny sklidit a zvazit

jejich dalsi osud jakozto odpadu.

3.2.7.Fytovolatilizace

Fytovolatilizace je metoda zaloZzend na schopnosti n€kterych rostlin metabolizovat
kontaminanty do té¢kavé formy a na schopnosti zachycovat t€kavé organické slouceniny
z okolniho prostiedi (naptiklad topol) [2]. Néasledné jsou tékavé metabolity uvolnény do
atmosféry, coz je dosti kontroverzni metoda, jelikozZ nedochézi k odstranéni kontaminace
nybrz k jejimu piesunu do ovzdusi. Je tedy vyzadovano monitorovani ovzdusi. Metodu Ize
aplikovat na odstranovani organickych polutantti jako je MTBE (methyl-t-butylether) a
jiné slozky benzinu. Dal$im moznym vyuzitim je odstrafiovani Hg z plidy pomoci topolu

Zlutého.
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3.3. Naproxen?®

COOH

™~

)

Naproxen [kyselina S(+)-2-(6-methoxynaftalen-2-yl)propanova] je podavan ve formé
sodné soli jako nenarkotizujici nesteroidni analgetikum s antipyretickym a protizanétlivym
ucinkem, jehoz hlavnim mechanizmem ucinku je inhibice cyklooxygenasy. Perordlnim
(p.0.) podanim se sodna sl naproxenu velmi rychle rozpousti a je rychle a uplné
vstfebana z gastrointestinalniho traktu pficemz své maximalni koncentrace dosahuje po 1
az 2 hodinach u naproxenu samotného po 2 az 4 hodinach v zavislosti na jidle, proto se
uzivéa sodnd siil. Ackoliv jidlo zpomaluje absorbci, celkové mnozstvi sorbované latky se
neméni. Ustaleného stavu koncentrace v organismu se dosdhne po pravidelnych 4 az 5
p.o. davkach, tj. za 2 az 3 dny. Koncentrace naproxenu v plazmé roste linearn¢ se
vzrustajici davkou az do svého maxima pti 500 mg, pak uz dochézi jen k malym zménam.

Eliminace probiha ze 70 % v nemetabolizovaném stavu (10 % se vylucuje v nezménéné
formé a 60 % jako konjugat s kyselinou glukuronovou). Zbylych 30 % se metabolizuje na

neaktivni 6-dimethyl-naproxen. Zhruba 95 % se eliminuje mo¢i a zbytek stolici.

3.4. Diklofenak®

HOOC
Cl

Cl
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Diklofenak [kyselina {2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl}octova] je podavan ve formée
sodné soli a fadi se mezi skupinu nesteroidnich analgetik s antipyretickym a
ucinku zaloZenym na inhibici enzymu cyklooxygenasy.

Pfi perordlnim i rektalnim podéani se ucinna latka kompletné absorbuje a dosahuje
maximalni plasmatické koncentrace pii p.o. podéani asi po 90 minutach a pfi p.r. podani za
30 minut. Pfi podani lékovych forem s prodlouZzenym uvolfiovanim je plasmaticka
koncentrace na maximu po 6 hodinach. Po intramuskularnim podani je jeho maximalni
plasmaticka koncentrace za 10 az 30 minut.

Po p.o. podéni podléha diklofenak tzv. first-pass efektu v jatrech a do systémové cirkulace
prostoupi asi 50 % lécivé latky. Diklofenak podléha zhruba z 99,7 % vazbé na plasmatické
bilkoviny.

Biotransformuje se v jatrech, kdy se metabolity vylucuji po konjugaci zluci a moci. Asi
70 % je eliminovano ledvinami jako farmakologicky inaktivni metabolity, zbylych 30 %

se vylucuje stolici v metabolizované podob¢ s elimina¢nim polocasem cca 2 hodiny.

4.EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzity material, metody, pristroje

4.1.1. Chemikalie

Chemikalie pouzivané pro pfipravu kultivaéniho media byly v kvalit¢ vhodné pro
analyzu (Lach-Ner), myo-inositol byl v kvalit¢ pro tkanové kultury (Sigma), jako
sacharosa byl pouzivan komeréni krystalovy cukr. Naproxen byl pouzivan od firmy
Aldrich a diklofenak od firmy Zentiva Praha.

Rozpoustédla pro HPLC (acetonitril, methanol) byla HPLC kvality (Lach-Ner).
Kyselina octova p.a. byla od dodavatele Fluka, NaH,PO4 a H3PO4 od Sigma-Aldrich.

Voda pro ptipravu medii a mobilnich f4zi byla pfipravena na piistroji Demiwa 3roi.
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4.1.2. Pristroje

Pro préci ve sterilnim prostiedi byl pouzivan laminarni box BHSL Labox a nésledné
kultivace byly provadény v kultiva¢nich boxech TCH 100 9 (Laboratorni pfistroje, Praha)
pii stalé teploté 25°C a svételném rezimu 12 hod svétlo/12 hod tma. Pro upravu pH byl

pouzivan pH metr 1Q (Scientific Instruments).

Chromatografické analyzy byly provadény na zafizeni INCOS, slozeného
z vysokotlakého cerpadla INCOS LCP 5020, autosampleru INCOS LCS 5040 a UV
detektoru INCOS LCS 5000. Méfeni bylo provadéno na koloné o rozmérech 4,4 x 250 mm
se sorbentem Reprosil 100-C18, 5 um (Watrex). Detekce probihala pti vinové délce 270 nm
pro naproxen a 280 nm pro diklofenak. Nastiik vzorkli byl provadén automatickym
davkovacem ve 20 pul objemech. Jako mobilni faze byla pouzivina smés
acetonitril/methanol/ 1 % kyselina octova ve vodé¢ (4:2:4, v/v/v) pro naproxen a smés pufru
s methanolem (2:8, v/v) pro diklofenak, pficemz pufr byl o slozeni:(smés 1:1 (v/v) H,PO,

(1g/1) a NaH,PO,. 2H,0 (2,08 g/l, pH 3,2)

. Priitok mobilni faze byl v obou ptipadech 1 ml/min. Pro zpracovéni a vyhodnoceni
chromatografickych hodnot byl pouzivan program Clarity (Data Apex). Mez detekce 0,05

mg/l. Koncentrace byly urceny na zaklad¢ kalibraéni kiivky.

4.1.3. Rostlinny material

K experimentim byla pouzivana semena nasledujicich druhti a kultivara:
e Kukufice seta (Zea mays L.) hybrid DKC2971 (Monsanto CR s.r.0.)
e Sluneénice roéni (Helianthus annuus) cv. Orasole (Monsanto CR s.r.0.))
e Sluneénice roéni (Helianthus annuus) cv. Belem (Monsanto CR s.r.0.))

e Repka olejka(ozima) (Brassica napus napus) cv. Cadeli (Monsanto CR s.1.0.))

4.2. Priprava in vitro kultur

Semena slune¢nice a kukufice byla pfed nasdzenim na zivné médium sterilizovana

nejdiive 70% ethanolem po dobu 1 minuty a poté 10% roztokem Sava (0,5 % chlornan
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sodny) dvakrat po dobu 20 minut. Semena fepky se nejdiive 1 min sterilizovaly 70%
ethanolem a nésledné 15% roztokem Sava po dobu 20 minut. Nésledné byla semena (dalsi
postup jiz pro vSechna semena stejny) pienesena do laminarniho boxu a promyta ttikrat
sterilni destilovanou vodou a rovnou sazena do sterilnich Erlenmeyerovych banék
s malym mnozstvim sterilniho kultiva¢niho média. Semena kukufice se sdzela po 5 kusech
do 500 ml ban¢k s 10 ml zivného média, slunecnice a fepky se sazela po 5 kusech do 250
ml ban¢k s 10 ml Zivného média. Jako kultivaéni médium bylo pouzito médium dle
Murashiga a Skooga24 obohacené o myo-inositol (100 mg/l) a sacharosu (30 g/l), s pH
upravenym jeSté pred sterilizaci na hodnotu 5,8. Médium se sterilizovalo tepelné pfi
105°C po dobu 25 minut. Kultivace rostlin probihala v kultiva¢nich boxech pfi stalé
teploté 25 °C a svételném rezimu 12hod svétlo/12 hod tma. Pfi spotfebovani média
rostlinami, bylo médium stejné¢ho sloZeni steriln¢ doplnéno. Rostliny dosahly optimalni

velikosti pro experimenty asi po 3 tydnech.

4.3. Fytoextrakce naproxenu a jeji ovlivnéni diklofenakem

Pro cilenou kontaminaci zivného média sledovanymi latkami byl pfipraven zasobni
vodny roztok naproxenu a roztok diklofenaku v ethanolu o potfebné koncentraci.
Rostlinam bylo sterilné¢ vyménéno médium za nové médium stejného sloZzeni obohacené o
vypocétené mnozstvi zasobniho roztoku testované latky tak, aby koncentrace testované
latky byla v rozsahu piiblizn¢ 8 — 20 mg/l. Ihned po piidavku sledované latky byl odebran
kontrolni vzorek v case t=0 o objemu 1 ml ke stanoveni vychozi koncentrace dané
sledované latky. Rostliny byly nadéle kultivovany stejnym zplisobem a v intervalech 24
hodin byly odebirany vzorky a analyzovany HPLC/UV, ¢imz byla uréena koncentrace
v case odbéru. U nekterych experimentl se projevila bakterialni ¢i plisniova kontaminace,

tyto experimenty byly ukonéeny a do vyhodnoceni nebyly zahrnuty.

19



5.VYSLEDKY A DISKUZE

Vliv diklofenaku na fytoextrakci naproxenu byl sledovan na tfech rostlinnych
druzich (u jednoho rostlinného druhu probihal experiment na dvou kultivarech),
znamych pro své fytoextakéni schopnosti dalSich latek ze stejné

farmakoterapeutické skupiny, jako je napf. ibuprofen®.

Aktualni koncentrace v mediu obohaceném o rizné koncentrace maproxenu i
diklofenaku byly stanovovany HPLC/UV piimym néstiikem media které bylo
odebirdno ve 24 hodinovych intervalech do okamziku koncentrace pod limitem

detekce ¢i piipadné mikrobialni/plisniové kontaminace rostliny nebo media.

Ptiklad chromatogramu je uveden na Obr. 1. a 2., kde je zfejmy signal naproxenu

v case 6,90 min a diklofenaku v 6,16 min s dostateCnou separaci od ostatnich slozek

media.
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Obr. 1. Chromatogram naproxenu ze vzorku kultivaéniho media (podminky uvedeny

v_metodach)
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Obr. 2.— Chromatogram diklofenaku ze vzorku kultiva¢niho media (podminky uvedeny

v_metodach)

V nasledujici sérii Tab. 5-9 jsou uvedeny vychozi koncentrace naproxenu, diklofenaku
a jejich smési, dale pak hodnoty cerstvych hmotnosti rostlin po poslednim odbéru a
aktudlnich koncentrace v jednotlivych ¢asovych usecich.

Aktualni koncentrace byly stanoveny metodou HPLC/UV a jsou uvedeny v procentech
vychozi koncentrace.

Hodnoty pod mezi detekce jsou znaceny - .

Prib¢h fytoextrakce rostlinami kukuftice je uveden v Tab. 5a.-5c.

Tab. 5a. — Casovy pribéh fytoextrakce naproxenu rostlinami kukufice*®

Kukufice seta hybrid DKC2971 NAPROXEN

Experiment Vychozi koncentrace Koncentrace v Case t Hmotnost
¢islo [mg/1] [% vychozi koncentrace] rostliny
0 hod 24hod 48hod 72hod [g]
1 11,99 100 1,83 - - 14,4
2 18,08 100 9,73 1,33 0,44 16,8
3 19,95 100 2,66 0,60 - 17,3
4 20,86 100 25,8 0,29 - 17,3
5 20,97 100 3,91 - - 8,3

U rostlin kukufice doslo k nejveétsimu ubytku koncentrace naproxenu béhem prvnich 24
hodin a to na primérnou hodnotu pod 9% vychozi koncentrace. Da se uvaZovat daleko
veétsi ucinnost fytoextrakce, jelikoz jedna rostlina vykazuje zcela wybocujici hodnotu
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oproti ostatnim hodnotam (experiment ¢islo 4). Experiment byl ukoncen po 72 hodinach,
kdy meéfitelnou koncentraci naproxenu obsahovala jiz pouze jedna kultivace z péti
vyhodnocovanych.

Tab. 5b. — Casovy pritbéh fytoextrakce diklofenaku rostlinami kukufice

Kukufice setd hybrid DKC2971 DIKLOFENAK

Experiment Vychozi koncentrace Koncentrace v Case t Hmotnost
¢islo [mg/1] [% vychozi koncentrace] rostliny
0 hod 24hod 48hod 72hod [g]
1 13,47 100 6,24 0,37 - 9,8
2 15,39 100 - - - 15,4
3 15,45 100 3,17 0,39 - 14,3
4 15,71 100 4,14 0,38 - 12,7
5 18,00 100 0,72 - - 13,2

Ubytek diklofenaku b&hem prvnich 24 hodin byl u rostlin kukuftice nejrapidngjsi a to az
na prumérnou hodnotu pod 4% vychozi koncentrace. Experiment byl ukoncen po 72 hod,
kdy jiz zadna kultivace neobsahovala méfitelnou koncentraci dikofenaku.

Tab. 5c. — Casovy prubéh fytoextrakce naproxenu za pritomnosti diklofenaku

rostlinami kukufice

Kukufice setd hybrid DKC2971 NAPROXEN + DIKLOFENAK

Experi- Vychozi Koncentrace v Case t Hmotn.
ment koncentrace  [% vychozi koncentrace] rostliny
¢islo [mg/1] [g]
0hod 24 hod 48 hod 72 hod
N D N D N D N D N D
1 11,89 15,78 100 8,07 4,89 - - - - 14,5
2 12,28 17,93 100 150 6,97 089 027 - - 13,6
3 12,53 14,37 100 12,9 124 040 097 - - 8,2
4 12,58 15,96 100 14,0 9,27 - - - - 14,8
5 19,06 15,13 100 11,0 10,2 037 139 - - 13
6 19,12 11,85 100 144 13,8 1,88 1,10 - - 10,9
7 19,82 16,38 100 6,86 6,29 - - - - 17,1
8 20,25 15,12 100 519 8,53 - - - - 15,8
9 21,21 18,3 100 7,40 475 033 033 - - 13,5
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Béhem 24 hodin se obsah diklofenaku snizil pod 9 % vychozi koncentrace a naproxen
pod 11 % vychozi koncentrace. CoZz ukazuje na sniZeni fytoextrakce naproxenu vlivem
diklofenaku a samotny diklofenak je taktéZz extrahovan s mensi Gi€innosti. Po 72 hodinach
jiz nebylo ani v jediné kultivaci detekovatelné mnozstvi sledovanych latek..

Schopnost fytoextrakce naproxenu, diklofenaku a jejich smési byla sledovana i na
rostlindch slune¢nice. V nésledujicich Tab. 6a.-6¢. jsou uvedeny naméiené¢ hodnoty pro
slunecnici roc¢ni kultivaru Orasole.

Tab. 6a. — Casovy priibéh fytoextrakce naproxenu rostlinami slunecnice Orasole

Sluneénice ro¢ni kultivar Orasole NAPROXEN

Experi- Vychozi koncentrace Koncentrace v Case t Hmotn.
ment [mg/1] [% vychozi koncentrace] rostliny
¢islo 0 hod 24 hod 48 hod 72 hod [g]

1 15,42 100 17,6 0,38 - 11,3

2 15,62 100 17,6 - - 8,8

3 15,68 100 26,1 0,31 - 8,1

4 16,14 100 21,2 - - 9,4

5 16,39 100 14,8 0,36 - 11,4

Po 24 hodinach experimentu se obsah naproxenu snizil v priméru pod 20 % vychozi
koncentrace, coz je podstatné mensi ubytek v pocatcich fytoextrakce nez u kukufice.
Experiment byl ukoncen po 72 hodinach shodné jako u kukufice vzhledem k nedeteko-
vatelnému mnoZstvi naproxenu.

Tab. 6b. — Casovy pribéh fytoextrakce diklofenaku rostlinami slune¢nice Orasole

Sluneé¢nice roéni kultivar Orasole DIKLOFENAK

Exp. Vychozi Koncentrace v Case t Hmot.

¢islo koncentrace [% vychozi koncentrace] rostl.
[mg/1] 0 hod 24hod 48hod 72hod 96hod [g]

1 7,11 100 75,1 57,4 31,5 10,6 9,4

2 7,43 100 78,6 58,1 26,8 11,4 8,6

3 8,04 100 79,6 54,1 28,0 17,5 7,2

4 8,75 100 70,4 50,2 223 12,2 9,4

5 8,87 100 73,0 49,3 31,6 16,7 8,1
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Extrakce diklofenaku rostlinami slunecnice nebyla tak uc¢inné jako u kukutice. Vychozi
koncentrace se po prvnich 24 hodin snizila primérmé pod 76 %. Po 96 hodinach
experimentu byl naméfen obsah diklofenaku primérné pod 14 %. Experiment byl po 96
hodinach pferuSen. Slunec¢nice se nejevi jako rostlina vhodna pro fytoextrakci diklofenaku
z diivodu velmi pomalé fytoextrakce oproti ostatnim studovanym rostlinam.

Tab. 6¢. — Casovy pritbéh fytoextrakce naproxenu za piitomnosti diklofenaku u rostlin
slunecénice Orasole

Sluneénice roéni kultivar Orasole NAPROXEN + DIKLOFENAK

Ex Vychozi Koncentrace v Case t Hm.
p. koncentrace [% vychozi koncentrace] rost.
¢. [mg/] [g]
0 24 48 72 96
hod hod hod hod hod
N D N D N D N D N D N D
1 812 5,01 100 100 20,9 50,7 - 28,1 - 5,00 - - 8,4
2 821 9,09 100 100 24,0 504 183 256 - 7,00 - 1,21 973
3 831 5,80 100 100 21,9 74,5 - 36,7 - 10,7 - - 8,3
4 8,58 8,79 100 100 25,9 52,3 - 39,8 - 124 - 238 93
5 15,5 4,07 100 100 339 62,7 284 381 - 184 - - 8,7

Po 24 hodinach byla fytoextrakce naproxenu primérné pod 26 % vychozi koncentrace,
1ze tedy diklofenak povazovat za faktor snizujici G¢innost extrakce naproxenu, ovSem toto
snizeni neni nijak rapidni, jde vpriméru o 6 %. Zajimav¢jsi je fakt, ze extrakce
diklofenaku se za pfitomnosti naproxenu zvétsila v priméru o 17 % a to v priméru pod
59 % vychozi koncentrace. Experiment byl ukonen po 96 hodinach, kdy jesté dvé
kultivace obsahovaly minimalni mnozstvi diklofenaku, ovSem naproxen byl rostlinami

slune¢nice vyextrahovan pod mez detekce jiz po 72 hodinéch.

Schopnost fytoextrakce sledovanych latek byla studovdna i1 u jiného kultivaru
slunecnice roc¢ni a to kultivaru Belem. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 7a. — 7c..
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Tab. 7a. — Casovy priibéh fytoextrakce naproxenu rostlinami slune¢nice Belem

Sluneénice roéni kultivar Belem NAPROXEN

Exp. Vychozi Koncentrace v Case t Hmot.

¢islo koncentrace [% vychozi koncentrace] rostl.
[mg/1] 0 hod 24hod 48hod 72hod 96hod [g]

1 19,34 100 31,9 7,24 3,21 1,24 8,5

2 21,20 100 21,5 2,26 1,13 0,80 9,9

3 23,44 100 49,1 9,30 2,90 0,43 53

4 23,68 100 38,6 19,7 6,93 2,49 4,2

5 24,47 100 13,5 0,33 - - 9,0

Po 24 hodinach experimentu byla hodnota naproxenu v kultivaénim médiu pramérné
pod 31 % vychozi koncentrace. To je men$i fytoextrakéni schopnost v prvnich 24
hodinach neZz u kukufice 1 slunecnice Orasole, coz poukazuje na rozdily ve
fytoextrak¢énich schopnostech u riiznych kultivart jednoho druhu rostliny. Pouze jeden
studovany vzorek (experiment Cislo 5) klesl po 96 hodinach v obsahu naproxenu pod mez
detekce. Slunec¢nice Belem se nejevi jako vhodnd fytoextrakéni species, vzhledem
k pomalé fytoextrakci oproti pfedchozi kukufici a slunecnici Orasole.

Tab. 7b. — Casovy pribéh fytoextrakce diklofenaku rostlinami slunenice Belem

Sluneénice ro¢ni kultivar Belem DIKLOFENAK

Exp. Vychozi Koncentrace v Case t Hmot.

¢islo koncentrace [% vychozi koncentrace] rostl.
[mg/1] Ohod  24hod 48hod 72hod 96hod [g]

1 16,73 100 47,4 45,1 14,6 6,10 8,9

2 16,95 100 62,1 29,7 8,601 1,95 9,7

3 19,91 100 49,2 42,2 15,5 8,14 8,1

4 20,89 100 46,9 32,6 7,71 1,48 12,5

5 22,93 100 34,2 30,3 9,86 3,27 10,3

Za 24 hodin klesla koncentrace diklofenaku primérné pod 48 % vychozi koncentrace a
ani po 96 hodinach se koncentrace nesnizila pod mez detekce, coz ukazuje, ze kultivar
Belem sice neni tou nejvhodnéjsi rostlinou pro fytoextrakci naproxenu, zato je vhodnéjsi
rostlinou pro samotny diklofenak, jelikoz dosahla daleko lepsi fytoextrakéni vysledky nez
slunec¢nice Orasole. Experiment byl ukoncen po 96 hodinach pro neuspokojivé vysledky.
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Tab 7c. — Casovy pritbéh fytoextrakce naproxenu za piitomnosti diklofenaku u rostlin

slunecnice Belem

Sluneénice roéni kultivar Belem NAPROXEN + DIKLOFENAK

E Vychozi Koncentrace v Case t H.

x koncentrace [% vychozi koncentrace] I.

p [mg/l] [g]
0 24 48 72 96

. hod  hod hod hod hod

_ N D N D N D N D N D N D

1 16,21 7,65 100 445 846 7,09 524 284 339 1,05 16,5 9,1

2 17,31 9,19 100 36,6 59,3 6,30 30,4 4,51 13,7 231 9,68 9,5

3 17,34 9,20 100 394 749 11,5 439 3,81 208 1,10 11,1 74

4 17,44 9,27 100 32,5 59,0 9,29 38,7 591 17,2 292 8,09 9,0

5 17,51 9,73 100 37,9 59,6 13,8 34,7 423 17,6 1,83 10,5 9,2

Vychozi koncentrace naproxenu klesla po 24 hodinach primémé pod 39 % . Oproti
samotnému naproxenu se schopnost fytoextrakce slune¢nice Belem za vlivu diklofenaku
snizila v priméru o 8 %. Fytoextrakce diklofenaku byla po 24 hodinach primérné pod 68
%, coz je oproti samotnému diklofenaku zhorSeni. OvSem slune¢nice Belem poskytuje
zcela opacné vysledky nez slunecnice Orasole, kterd méla ve smési vyssi fytoextrakei
diklofenaku za pfitomnosti naproxenu.

Srovnanim vysledki obou kultivart (Orasole, Belem) slune¢nice se dojde k zajimavym
zavéram. Pro lepsi prehlednost uvedeno v tabulce:

Tab 8.— Srovnani fytoextrakénich schopnosti jednotlivych kultivart sluneénice

Kultivar sluneénice Diklofenak
N D

Porovnani pomoci znamének + a -, dle toho jak se jevi jejich fytoextrakéni schopnosti

oproti druhému kultivaru.

Dalsi pokusnou species se stala fepka olejka nebo-li oziméa kultivaru Cadeli, jejiz
schopnost fytoextrakce je vyhodnocena v Ta 9a.-9c.
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Tab. 9a. — Casovy priibéh fytoextrakce naproxenu rostlinami fepky Cadeli

Repka ozima kultivar Cadeli NAPROXEN

Exp.  Vychozi Koncentrace v Case t Hmotnost

¢islo  koncentrace [% vychozi koncentrace] rostliny
[mg/1] 0 hod 24hod 48hod 72hod 96hod [g]

1 7,43 100 56,9 23,4 12,4 2,02 5,8

2 10,34 100 57,6 16,7 5,90 2,22 4,7

3 11,26 100 30,6 21,6 11,1 4,44 4,9

4 11,35 100 45,5 9,34 3,88 1,85 5,7

5 12,23 100 61,6 13,1 1,64 - 4,9

6 12,36 100 48,6 19,3 4,53 1,21 4.4

Vychozi koncentrace naproxenu klesla po 24 hodinach primérné na hodnotu okolo 50
%, coz je v ptipad¢ naproxenu nejhorsi vysledek studie schopnosti fytoextrakce rostlinami
v této praci. Takto pomald fytoextrakce muze byt zplisobena celkové malym mnozstvim
biomasy oproti ostatnim rostlindm a pak samoziejmé¢ mensi schopnosti fytoextrahovat
naproxen z zivného média. Po 96 hodinach uz koncentrace byla pomérné nizka (pod 2,5 %
vychozi koncentrace) a jedna kultivace jiz byla pod mezi detekce. Vliv mnoZstvi biomasy
na pomalejsi fytoextrakci vtomto piipadé by vSak byl vrozporu s doposud
vyhodnocenymi experimenty.

Tab. 9b. — Casovy pritbéh fytoextrakce diklofenaku rostlinami fepky Cadeli

Repka ozima kultivar Cadeli DIKLOFENAK

Exp.  Vychozi Koncentrace v ¢ase t Hmotnost

¢islo  koncentrace [% vychozi koncentrace] rostliny
[mg/1] Ohod  24hod 48hod 72hod 96hod [g]

1 11,22 100 97,6 63,6 35,3 22,6 6,6

2 17,25 100 72,2 57,6 57,2 22,0 5,1

3 19,50 100 50,6 32,7 15,8 7,23 4,9

4 20,20 100 76,7 37,1 18,9 5,94 4,5

5 20,93 100 52,1 23,5 18,4 7,60 5,8

6 21,25 100 52,8 32,3 12,7 5,74 5,7

Primérna hodnota koncentrace diklofenaku po 24 hodinach byla okolo 67 % vychozi
koncentrace. Celkov¢ je fytoextrakce diklofenaku pomalejsi u vSech studovanych species,
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ovSem fepka se vyznacuje pomalou fytoextrakci i u naproxenu. Zde se opét nabizi tivaha
vlivu mnozstvi biomasy ¢i fytoextrakéni nevhodnosti dané rostliny.

Tab. 9c. — Casovy pritbéh fytoextrakce naproxenu za piitomnosti diklofenaku u rostlin
fepky Cadeli

Repka ozima kultivar Cadeli NAPROXEN + DIKLOFENAK

E Vychozi Koncentrace v Case t H.

x koncentrace [% vychozi koncentrace] .

p [mg/] [g]
0 24 48 72 96

. hod  hod hod hod hod

- N D N D N D N D N D N D

1 11,18 12,57 100 65,7 88,3 550 449 53,1 258 439 123 32

2 11,28 14,08 100 45,0 76,9 358 71,7 274 50,2 214 40,3 5,0

3 11,31 13,01 100 459 57,7 31,5 45,0 251 42,7 248 204 40

4 11,92 1425 100 47,5 75,5 31,1 653 23,7 52,5 95 355 4,7

5 12,09 18,25 100 784 55,1 64,1 33,5 46,5 266 30,5 204 4,5

6 12,30 19,28 100 63,7 57,4 50,1 27,2 390 244 21,2 21,3 46

7 12,98 20,36 100 55,0 558 42,8 32,8 34,1 14,6 12,6 432 50

Po 24 hodinach se snizila koncentrace naproxenu pramérné pod 58 % a diklofenaku
pod 66 % vychozi koncentrace. U naproxenu lze hovofit o snizeni G¢innosti fytoextrakce
vlivem diklofenaku, ov§em ne nijak rapidni cca 8 %, zato fytoextrakce diklofenaku se op¢t
zvysila, sice nepatrné cca 1 %. Fytoextrakce v obou piipadech v tomto experimentu byla
pomala.

Utinnost fytoextrakce ani jedné sledované rostlinné species nekoreluje s mnozstvim
biomasy, ve smyslu pfimé zavislosti hmotnosti rostliny na tc¢innosti fytoextrakce, ani s
vychozi koncentraci naproxenu, diklofenaku ¢i smési.

Jen u rostlin fepky, kde byla fytoextrakce vyrazn€é pomalejsi se nabizi dva faktory,
které rychlost fytoextrakce mohly ovlivnit. A to, ze fepka netvoii dostatek biomasy ¢i neni
rostlinou vhodnou pro fytoextrakci sledovanych latek, jelikoz extrakce je vyrazné
pomalejsi nez u ostatnich sledovanych druht.

Ackoli nebylo tématem prace sledovani vlivu naproxenu na fytoextrakci diklofenaku,
ale zcela opacné, lze vyvozovat, ze pfitomnost naproxenu v zivném médiu zvysila
fytoextrakci diklofenaku za snizeni fytoextrakce naproxenu.

Z uvedenych vysledkl je zfejma pomérn€ ucinna fytoextrakce naproxenu z vodného
media, v porovnani s diklofenakem je vyssi (aZ na vyjimku u kukufice, kde jedna hodnota
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zcela vybocuje, ovSem byla ponechdna v souboru dat pro autenti¢nost) a v pfitomnosti
diklofenaku se snizuje.

Transport do nadzemnich c¢asti rostlin nebyl vyhodnocovan, jelikoz nebyl pfimym
cilem této prace.

Na zaklad¢ uvedenych méfenich se jevi rostliny kukufice jako nejvyhodnéjsi rostlina
pro fytoextrakci obou uvedenych latek zvodného média. Po srovnani s vysledky
fytoextrakce ibuprofenu a diklofenaku, ktery patii do stejné farmakoterapeutické skupiny,
byla nalezena vyssi Gi€innost rostlin pro extrakci naproxenu.

6.ZAVER

Ze ziskanych dat a srovnanim s jiz diive ziskanymi daty vyplyva, ze naproxen je
podstatné 1épe extrahovan zkapalného média, nez dalsi latky =ze stejné
farmakoterapeutické skupiny jako je ibuprofen ¢i diklofenak. Fytoextrakce naproxenu je
pritomnosti  diklofenaku nepfiznivé ovlivnéna. Vysledky ukazuji na pomérné
komplikovanou =~ moznost  posouzeni  UCinnosti  fytoextrakce v podminkach
multikomponentniho zneciSténi a maji spise teoreticky vyznam ve smyslu poznani dosud
malo probadaného mechanismu zachytu xenobiotik kofenovym systémem rostlin.
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Pouzité zkratky:

HPLC — High Performance Liquid Chromatography

HPLC/UV - High Performance Liquid Chromatography s UV detekci
MS — Mass Spectrometry

GC — Gas Chromatography

SPE — Solid Phase Extraction
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